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Abstrakt
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Katedra Analytické chemie

Kandidat: Niké Hazukova

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Lenka Kujovska Krémovd, Ph.D.

Nazev diplomové prace: VyuZiti kapalinové chromatografie pro stanoveni vybranych
aminokyselin a agmatinu v biologickém materidlu
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Tato diplomova prdace se zabyva vyvojem metody pro stanoveni agmatinu,

L-argininu, L-citrulinu, L-ornitinu v chronickych ranach pomoci ultra-
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Cilem této diplomové prace, bylo vytvorit
vhodné chromatografické podminky pro jiz zminéné analyty a moznost vyuzit tuto
metodu v ramci klinického vyzkumu a praxe.

Béhem vyvoje byly testovany ¢tyfi chromatografické kolony, jako finalni kolona
byla zvolena Meteoric Core C18 BIO o rozmérech 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, (YMC,
Némecko) s povrchové poréznimi ¢asticemi, pro kterou byly zvoleny tyto podminky:
mobilni faze byla 100% 10 mM AMFO (o pH 2,5), teplota byla nastavena na 25°C,
pratok MF na 0,25 ml/min a nastfik vzork( byl zvolen na 2 ul. Po provedeni
optimalizace separacnich podminek, byla metoda aplikovdna na biologicky materidl
(vypotky z chronickych ran), vzorky byly upraveny pomoci extrakénich postupt
(ultrafiltrace, deproteinace). Metoda byla ¢astecné validovana.

Lécba chronickych ran je velice obtiznd, proto bude tato novd metoda slouzit
pro klinicky vyzkum a praxi, ¢imz by se mohla zvysit Uspésnost predikce progndzy a tim

i IéCby pacientd s chronickymi ranami.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Niké Hazukova

Supervisor: Assoc. Prof. RNDr. Lenka Kujovska Krémova, Ph.D.

Title of diploma thesis: High performance liquid chromatogramy determination of
selected amino acids and agamtine in biological material
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This thesis follows up the metod development for the determination of
agmatine, L-arginine, L-citrulline, L-ornithine in chronic wounds using ultra-high
performance liquid chromatography. The aim of this thesis was to optimize suitable
chromatographic conditions for the already mentioned analytes with possibility to use
this method in clinical research and practice.

Four chromatographic columns were tested. Finally the Meteoric Core C18 BIO
the dimensions 100 x 4.6 mm, 16 nm, 2.7 um (YMC, Germany) was chosen, using
these conditions: the mobile phase (MF) was 100% 10 mM AMFO (pH 2.5), the
temperature was set at 25 °C, the MF flow rate was 0.25 mL / min, and the injection
volume was 2 plL. After optimization of the separation conditions, the method was
applied to biological material (exudate from chronic wounds), samples were modified
by selected extraction procedures as ultrafiltration and protein precipitation. The
method has been partially validated.

Treatment of chronic wounds is very difficult; this new method can be used for
clinical research and practice, and could improve prognosis prediction and the

treatment of patients with chronic wounds.
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Pouzité zkratky

ACN Acetonitril

ADMA Asymetricky dimethylarginin

AMAC Octan amonny

AMBI Hydrogenuhli¢itan amonny

AMFO Mravencan amonny

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku

BEH Ethylen hybridni ¢astice

bFGF Fibroblastovy rstovy faktor

CE Kolizni energie

DAD UV/VIS Detektor s diodovym polem

DL Desolvatacni linka

EGF Epidermalni rlstovy faktor

El Elektronova ionizace

ELSD Odparovaci detektory rozptylu svétla

ESI lonizace elektrosprejem

FA Kyselina mravenci

FAB lonizace urychlenymi atomy

FLR Fluorescen¢ni detektor

HILIC Hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC/MS Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

HPT Technologie hybridnich ¢astic

ICR lontova cyklotronova resonance

IL-1a Interleukin 1-alfa

IL- 1b Interleukin 1-beta

IL-6 Interleukin 6

LC-MS Kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii

MALDI Laserova desorpce za Ucasti matrice
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MeOH Methanol

MF Mobilni faze

MMPs Sérové matrix metaloproteinazy

MS Hmotnostni detektor

m/z Pomér hmotnost/naboj

NO Oxid dusnaty

OoDSs Oktadecylsilikagel

PDA UV/ VIS Detektor s diodovym polem
PDGF Rastovy faktor desticek

QgQ Trojity kvadrupol

Ql Prvni kvadrupdl

Q2 Druhy kvadrupol

Q3 Treti kvardupdl

SPE Extrakce na tuhou fazi

TGF-alfa Trasformujici rastovy faktor alfa
TGF-beta Transformujici rastovy faktor beta
TIC Celkovy iontovy proud

TNF-alfa Tumor nekrotizujici faktor

TOF Analyzator doby letu

UHPLC Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

UHPLC/MS  Spojeni ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii
Uv/ VIS Spektrofotometricky detektor
VEFG Vaskuldrni endotelovy faktor



1 Uvod

Hojeni chronickych ran je velmi problematické, predevsim kvili dlouhodobému
[éCeni, které vSak nemd vzidy Uspésné vysledky. Mezi chronicky nehojici se rany se
obecné fadi napf. bércové viedy, exulcerujici maligni nadory kozni i vnitfnich orgdn( a
popaleniny lll. stupné nebo tzv. syndrom ,diabetické nohy”, ktery je definovan jako
ulcerace nebo poskozeni tkani nohou u diabetikl zplsobené neuropatii a ischemii,
které je vétSinou doprovazeno infekci). Metoda, kterd by byla schopna monitorovat a
hodnotit vybrané analyty pfimo ze vzork( odebranych z mista rany, neni doposud
dostupnd. Vyvoj takové metody by mohl pomoci pfi |écbé pacientl s chronickymi
ranami. Diplomova prace je zamérena na vyvoj nové metody UHPLC-MS/MS s cilem
stanovit agmatin, L-arginin, L-citrulin, L-ornitin ve vypotcich pfimo odebranych
z chronickych ran pacientd. Jako vhodnd separacéni technika byla zvolena UHPLC-
MS/MS, ktera nabizi vyvoj citlivych, rychlych metod vhodnych pro analyzu velkych sérii
vzorkd. BEhem vyvoje této metody byly testovany ctyfi typy chromatografickych kolon
a také rGzné kombinace mobilnich fazi. Pro vzorky biologického materidlu byly
aplikovany nékteré vybrané metody, jako jsou: ultrafiltrace a deproteinace. Jak jiz bylo
zminéno, léc¢ba chronickych ran je velice obtizna, proto by se na zakladé vysledku

ziskanych pomoci této metody mohla zvysit Uspésnost predikce progndzy a tim i 1écby.
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2 Cil prace a popis zadani

Cilem této diplomové prace bylo, vybrat vhodné chromatografické podminky
pro stanoveni agmatinu, L-citrulinu, L-ornitinu a L-argininu ve vypotcich chronickych
ran. Novou UHPLC-MS/MS metodu ¢astecné validovat a zacit s vyvojem extrakéniho
postupu. Nova metoda bude po jejim dokonéeni a kompletni validaci vyuZita
v klinickém vyzkumu i praxi, pfi [é¢bé a stanoveni progndzy u pacientd s chronickymi

ranami.
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3 Teoreticka ¢ast

Agmatin

Agmatin je biogenni amin, ktery vznika v lidskych tkanich dekarboxylaci
z argininu za pritomnosti mitochondridlniho enzymu arginin dekarboxylasy a je
degradovdn enzymem agmatinasou na mocovinu a putrescin. Jeho zastoupeni se
v riznych tkanich lidského organismu lisi, bylo zjisténo, Ze nejvétsi zastoupeni ma
agmatin v Zaludku. Bylo pozorovdno, Ze se stresem vzrusta jeho koncentrace v krvi,
také se podili na ovlivnéni syntézy NO (oxidu dusnatého), ktery v organismu zajistuje
vazodilataci cév. Je také oznafovdn jako neurotransmiter [1]. Jeho hodnota
rozpustnosti ve vodé: 3,61 mg/ml, logP: -1,2, pKa 12,61 a molekulovd hmotnost:
130,19 g/mol [2]. Jeho struktura je zobrazena na Obrazku ¢. 1. Na Obrazku ¢. 2 je

zobrazen agmatin sulfat, standard vyuZivany pfi vyvoji metody.

H

HoN T

NH

Obrazek €. 1: Struktura Agmatinu [2]

HZNJ\N/\/\/NHZ . H,50,
b

Obrazek €. 2: Struktura Agmatin sulfatu, standard vyuzivany pfi vyvoji metody [3]

L-Arginin

/////

dekarboxylaci vznikd agmatin. Je meziproduktem mocovinového cyklu, ktery probiha

predevsim v jatrech, hydrolyzou je pfeménén na mocovinu a L-ornitin. Také se Ucastni
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syntézy oxidu dusnatého. Jeho dalSim metabolitem je asymetricky dimethylarginin
(ADMA), ktery brzdi syntézu oxidu dusnatého, ¢im zpUsobuje agregaci a vazokonstrikci
cév je oznacovan jako prognosticky marker (napf. pro vaskuldrni onemocnéni,
hypertenzi, aterosklerézu atd.). U argininu byl také prokazan jeho stimula¢ni efekt na
imunitni systém, coz je velice pfiznivé v obdobi po urazu ¢i pfi zanétlivych stavech [4],
[5], [54]. Jeho rozpustnost ve vodé: 2,28 mg/ml, logP: -3,2, pKa: 12,41 a molekulova

hmotnost: 174,20 g/mol [6]. Jeho struktura, je zobrazena na Obrazku ¢. 3.

NH O

P

HN N OH
H

NH,

Obrazek €. 3: Struktura L-Argininu [6]

L-Citrulin

Prvni izolaci a popis struktury citrulinu provedli v roce 1914 Koga a Ohtake, ze
Stavy vodniho melounu. Citrulin je neproteinovd neesencialni aminokyselina a je
meziproduktem mocovinového cyklu. V mocéovinovém cyklu vznika z L-ornitinu a také
se tvofi jako vedlejsi produkt pfi tvorbé NO z L-argininu. Jeho zastoupeni v plazmé je
pomérné vysoké, na zakladé jeho produkce v enterocytech tenkého stfeva. Jeho
koncentrace vplazmé je lékafi vyuZivana k posouzeni funkénosti tenkého streva,
pfipadné akutnim a chronickym onemocnénim tenkého streva. Jeho wvyuziti jako
biomarkeru se rozsifilo nejen vintestindlni patologii, ale také pfi diagnostice
revmatoidni artritidy [7], [8], [9]. Jeho hodnota rozpustnosti ve vodé je 21,8 mg/ml,
logP -3,9, pKa (nejsilngjsi baze) 2,27 a pKa (nejsilnéjsi kyseliny) 9,23, molekulova

hmotnost 175,19 g/mol [11]. Jeho struktura, je zobrazena na Obrazku ¢&. 4.

J(J)\ O
oo
NH,

Obrazek €. 4: Struktura L-Citrulinu [10]
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L-Ornitin

L-ornitin je neproteinova aminokyselina, ktera je soucasti mocovinového cyklu.
Pfisunem ornitinu do buriky, se rychlost tohoto cyklu zpomaluje. Vznika hydrolyzou
argininu pomoci enzymu arginazy, jedna se o posledni krok v mocovinovém cyklu,
dochdzi ke vzniku mocoviny. Nasledné se ornitin vaze v mitochondriich s molekulou
karbamoylfosfat a jejich kondenzaci vznika citrulin. Jeho rozpustnost ve vodé je
172 g/l, logP -3,7 pKa (nejsilnéjsi baze) 10,29 a pKa (nejsilnéjsi kyseliny) 2,67,
molekulova hmotnost 132,16 g/mol [12], [13]. Jeho struktura je zobrazena na Obrazku

¢. 5. Na Obrazku ¢ 6 lze vidét zapojeni ornitinu a vySe uvedenych analytd

H,N /\/YJ\OH

NH 5

v mocovinovém cyklu.

Obrazek €. 5: Struktura L-Ornitinu [14]

NH _
COZ (FONHZ (‘:00 kys. asparigova
ATP NH HNCHCH,CO0™  (aspartit)
ADP

(GHy,
CHNE,
NH,COOP Co0”
karbamoylfosfat citrulin
H €00”
NH, C=N-CHCHLO00"
(CHy, NH
GHNH (CH),
C00 CHNH kys. argininojantirova
ornitin (IjOO_ 2 (argininosukcinat)
(Ijoo_ kys. fumarova (fumarat)
co- M HN CH=CHCOO
~NH, /C =NH
.
(CHy,
H0 CHNH,
C00”

arginin

Obrazek €. 6: Zobrazeni stanovovanych analyt v mocovinovém cyklu [15]
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Stanoveni analytl v chronickych ranach pacientt

Chronické rany patti mezi zavazné zdravotni komplikace, jejichZ hojeni je velice
obtizné, Spatné koordinované a ne vidy Uspésné. Obecné se mezi chronické rany radi
(napf. diabetické ulcerace, bércové viedy na Obrazku ¢. 7, popaleniny lll. stupné,
dekubity, exulcerujici maligni nadory kozni na Obrazku €. 8). Doposud nebyla vyvinuta
metoda, kterd by umozZnovala vySe vybrané analyty stanovovat pfimo ze vzorku
odebranych z chronické rany. Cilové analyty byly vybrany na zakladé jejich uplatnéni
pfi hojeni ran a v syntéze vyznamnych sloucenin (napf. putrescin, oxid dusnaty), které
se také uplatfiuji pfi hojeni. Putrescin patfi mezi polyaminy, které se podileji na rlstu a
proliferaci bunék, vznikd dekarboxylaci ornitinu nebo degradaci agmatinu. DalSim
vyznam produktem je oxid dusnaty, na jehoZ metabolismu se podili nejen arginin, ale
také agmatin a jeho funkce je pfi hojeni ran uplatiovana predevsim diky jeho
schopnosti rozsirovani cév, coz vede k lepSimu prokrveni a vyzZiveni postizené tkané.
Pro citrulin je obecné znamo, Ze zlepSuje nejen hojeni ran, ale také prokrveni tkané a
zajistuje presun energie do svalu. Cilem této diplomové préace, bylo tedy vyvinout
novou chromatografickou metodu s vhodnymi chromatografickymi podminkami, kterd
by umoznovala poskytnout informaci o hladindch vybranych aminokyselin a agmatinu
vztazenou pfimo na postizené misto a lépe pfribliZit biologické procesy probihajici
v chronické rdné a také poukazat na zdravotni stav pacienta a tim pomoci pfi l1écbé.
Vzorky vypotk( z chronickych ran pacient(l, byly odebirany pfimo z obvazového kryti
rany, nejvice byli zastoupeni pacienti s bércovymi viedy a diabetickymi ulceracemi [1],

[5], [44], [45], [41].

Obrazek €. 7: Bércové viedy vendzni etiologie [53]
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Obrazek €. 8: SmiSeny bazoskvamocelularni karcinom exulcerujici [41]

Faze hojeni chronickych ran:

. 1. Faze exsudativni: ve které dochazi k zastavé krvaceni a Cisténi rany se
predevsim uplatiuji trombocyty, které sekrenuji vyznamné cytokiny podilejici se na
hojeni rany (napf. destickové derivovany faktor (PDGF), inzulin-like ridstovy faktor-1,
epidermalni rastovy faktor (EGF) atd.). Dalsi dominantni buriky jsou neutrofilni
granulocyty, které nejen produkuji vyznamné medidtory zdnétu (napf. cytokinin TNF-
alfa a interleukin-1), ale také fagocytuji bakterie a sekrenuji protézy podilejici se na
odstranéni poskozené tkané. Zasadni vyznam v této fazi hojeni maji makrofagy, které
jsou do mista poskozeni pritahovany chemotakticky a uvolfuji proteolytické enzymy,
které rozvoliuji poskozenou tkan, pokracduji ve fagocytdze a uvoliuji dalsi vyznamné
cytokiny (napf. IL-1a, IL-1b, IL-6 a TNF-alfa atd.) a rlistové faktory (napf. bFGF, TGF-alfa,
TGF-beta atd.), které podporuji zanétlivy proces.

. 2. Faze proliferacni: tato faze, je také oznacovdana jako granulacni, protoze zde
dochdzi k tvorbé nové granulacni tkané spolecné s krevnimi kapildrami. Opét se této
faze ucastni cytokiny a rlstové faktory (napf. bFGF, TGF-beta, VEGF, a PDGF), které se
podileji na stimulaci fibroblastd a bunkach cévniho endotelu (podilejici se na tvorbé
cévnaté granulacni tkané).

o 3. Faze epitelizacni, nemodelacni: tato zavérecna faze se vyznacuje postupnym
pokryvanim povrchu postizeného mista novou kUzi a dochazi k vytvoreni jizvy. Na
zakladé podpory rlstovych faktor(i a vyzravani kolagennich vldken dochazi k bunécéné
migraci, proliferaci a diferenciaci. Vyznamnou roli, zde maji proteolytické enzymy

(napf. MMPs — sérové matrix metaloproteindzy), které jsou produkovany epitelidlnimi
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burikami. Diferenciaci bunék, tedy dochazi k pfestavbé epidermis s jednotlivymi
vrstvami a funkcemi, coZz vede ke zménam ve Skare a rana se méni v jizevnatou tkan,
ktera je oproti zdravé tkani nejen méné pruzna, ale také méné vaskularizovana a je
oznacovana jako rizikova.

Jednotlivé faze hojeni u chronickych ran, neprobihaji uplné dle vySe uvedeného
postupu, pfedevsim proto, Ze je u pacientl s chronickymi ranami je porusena regulacni
a stimulaéni funkce cytokin(l, rlstovych faktor(, protedaz a endokrinnich hormond,
jejichz cCinnost sehravd klicovou roli vprocesu hojeni. Dochdzi k prodlouzeni
exsudativni a proliferacni faze. Pro Uspésnou IéCbu chronickych ran je dulezité zjistit
predevsim pric¢inu vzniku rany a také faktory podnécujici zhorSeni stavu pacienta, proto
se kl1écbé chronickych ran vyuziva tzv. wound management, ktery zahrnuje: uréeni
priciny rany, zhodnoceni rany a uréeni jejiho stadia a také identifikuje faktory, které
prodluzuji hojeni. Na zdkladé dodrZovani wound managementu a komplexniho
pristupu k pacientovi, Ize chronické rany |écit uspésné ¢i alespon zlepsit kvalitu Zivota

nemocného [41], [42], [43].

Separacni chromatografické techniky, slouzi k separaci smési latek na jednotlivé
slozky. Jednotlivé slozky smési jsou déleny na zdkladé, neustdlého ustanoveni
rovnovahy mezi stacionarni (pevnd latka nebo kapalina nanesena na pevnou latku) a
mobilni fazi (kapalina nebo plyn). Mezi chromatografické separacni techniky, patfi
ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie. Je to moderni chromatograficka
technika, kterd udava novy smér v kapalinové chromatografii, jedna se o kvantitativni i
kvalitativni metodu, kterd je povazovana za vysoce vykonnou kapalinovou
chromatografii a to prfedevsim na zakladé zvyseni separacni Uéinnosti, rychlosti analyzy
a citlivosti metody. U této chromatografické metody lze vyuzZit pro sorbent stacionarni
faze, ¢astice mensi nez 2 um, které se podileji na pozitivech této metody, jako jsou:
citlivost, rozliSeni a zkraceni doby analyzy oproti vysokoucinné kapalinové
chromatografii (HPLC). Celd separace probihd za velmi vysokého tlaku az 100 MPa.
UHPLC ma potencial nahradit analytické techniky, které jsou méné Setrné k Zivotnimu
prostredi, diky nizsi spotrfebé rozpoustédel, jeji uplatnéni je nejen ve farmaceutickém
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pramyslu, kde slouzi k analyze rliznych léCiv a biofarmaceutik, ale také pro analyzu,
latek v biologickém materidlu, odpadnich vodach a v potravinarském primyslu [16],
[17], [18].

UHPLC sytém vyZaduje u jednotlivych ¢asti tésné a odolné Sroubeni, které je
odolné  vysokym tlakim. Ocel, pozlacenda ocel, kombinace ocel-PEEK
(Polyetheretherketon), jsou vyuZivany pro vyrobu spojovaciho materidlu predkolon,
jejich drzaku a kolon (ocel).

UHPLC systém se sklada, ze zasobnik(i mobilni faze, pump, degaséru, ktery
slouzi k odplynéni mobilni faze, injektoru, kolony umisténé v termostatu, detektoru a
vyhodnocovaciho zafizeni. Schéma je zobrazeno na Obrazku €. 9.

Mobilni faze jsou umistény v zasobniku, nej¢astéji se jedna o poldrni ci
nepoldrni rozpoustédla o rlizné koncentraci, pfipadné i v kombinaci s pufry. Pfi
uréena pro UHPLC systém, v pfipadé kombinace s pufry, je doporuc¢eno mobilni fazi
prefiltrovat pomoci specidlnich filtrl, aby se zamezilo zaneseni kolony. V této
diplomové prdci, byly mobilni faze s pufry, filtrovany pomoci vakua pres filtry o
velikosti pord 0,2 um. Jak jiz bylo zminéno, UHPLC systém pracuje za vysokého tlaku,
ktery dosahuje az 100 MPa, pumpy (Cerpadla) musi byt upraveny, tak aby byly,
schopny pracovat a zajistovat stabilni a kontinudlni pritok mobilni faze. DalSim
dllezitym krokem pro UspéSnou analyzu a ucinnost chromatografického sytému, je
davkovani vzorku do systému. Davkovani vzorku, je provadéno pomoci automatického
davkovale tzv. autosampleru, ktery je navrien tak, aby byl schopen pracovat za
vysokého tlaku a umoznoval rychly nastfik vzorkd i velmi malych objem(, pro plné
vyuziti rychlosti analyzy, kterou UHPLC umoZnuje. Autosampler je propojen se
zasobnikem vzork(i, ve kterém jsou vzorky umistény ve vialkdch pfipadné
v mikrotiracnich desti¢kach. Dochazi tedy, k nasati vzorku (typickym objem vzorku 2-5
ul) a jeho vneseni do mobilni faze a nasledného unaseni vzorku mobilni fazi na kolonu,
kde dochazi k separaci. Za chromatografickou kolonou je umistén detektor. Detektory
vyuzivané v UHPLC by mély dosahovat: vysoké citlivosti, vysoké frekvence sbéru dat,
zajistovat  minimalni mimokolonové objemy (nizkoobjemova detekéni cela),
spolehlivosti, snadného pouziti a signdlu nezdvislého na zméné pritoku ci teploty.

Detektor, je umistén za chromatografickou kolonou a zaznamendva odezvu signalu pfi
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prichodu cisté mobilni faze a mobilni faze obsahujici analyt (méfi jeho koncentraci
nebo hmotnost). Vystupy z detektoru (chromatogram, hmotnostni spektrum), jsou

zaznamenany v pocitaci [16], [18], [19], [20], [21], [22], [26].

| Wrarok
UHPLE J—v .ﬂ.-uwsamal-:l—'il i Detektar
ar PHmRY kolona

dnbilnl fame Potitad

]

Odpad

Obrazek €. 9: Jednoduché schéma- instrumentace UHPLC (obrdzek prevzat a upraven)

(18]

3.2.1 Chromatografické kolony a sorbenty v UHPLC

Kolony, které jsou vyuzivané pro UHPLC systém jsou nejCastéji dlouhé 5 az
10 cm a jejich vnitfni pramér je vétSinou 3,0 nebo 2,1 mm [24], [22]. Velikost
pouzivanych ¢astic se obvykle pohybuje od 1,5 do 2,0 um. Jejich plnéni probihd za
vysokého tlaku, ktery zajistuje optimalni uloZeni a stabilitu sorbentu v téle kolony.
Koncové spoje kolony jsou opatreny frity, které zabranuji uvoliovani stacionarni faze
z kolony, umoznuji plynuly pritok mobilni faze kolnou a schopnost odolavat vysokému
tlaku, ktery je béhem analyzy vyuZzivan. Kazda stacionarni faze se lisi svym chemickym
sloZzenim, hydrofobicitou, hydrolytickou stabilitou a chemickymi interakcemi se
stanovovanymi analyty.

Sorbenty, které se pouzivaji pro stacionarni fazi v UHPLC kolonach, mohou byt
organického (napf. polymer, uhlik) nebo anorganického typu (napt. silikagel, oxid
hlinity ¢i oxid zirkonicity) v pfipadé hybridnich stacionarnich fazi, jde o kombinaci
upraveného silikagelu s polymerem. Je obecné zndmo, Ze staciondarni faze na bazi
silikagelu, neni pfilis vhodna, kvlli své limitaci vrozsahu pH a také chemické
nestabilité, kterda muze zpUsobit: rozpusténi silikagelu a chvostovani pikd bazickych

analyt(. Sorbenty, které jsou zaloZeny na polymeru, mohou pracovat v Siroké oblasti
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pH a jsou chemicky stabilni, avsak jejich nevyhodou je nizsi mechanicka odolnost, nizsi
ucinnost a Spatna retence analytd. Na zdkladé jiz zminénych vyhod a nevyhod sorbentu
byly vyvinuty tzv. Hybride Particle Technology (HPT) — hybridni ¢astice, které obsahuiji
methylsiloxanové jednotky jak uvnitf, tak na povrchu. Spojenim silikagelu a polymeru
dosahuji optimalnich vlastnosti (naptf. mechanickd pevnost, mimoradna separacni
ucinnost a vynikaji stabilita v Sirokém rozmezi pH). Druhou generaci hybridnich ¢astic
je Ethylen-Bridged Hybrids (BEH Technology), jejichz ¢astice maji ve své strukture
ethylenové mustky. Vyznamnou vyhodou BEH je oproti prvni generaci, jejich vyrazné
lepsi separacni ucinnost, mechanickd pevnost a mozny rozsah pH 1-12. DalS$im typem
jsou Castice s pevnym jadrem tzv. povrchové porézni ¢astice (core-shell), které maji
homogenni porézni obal (zde se odehrdva separace) na pevném jadre silikagelu (v
pfipadé firmy Pehnomenex, je jadro tvofeno oxidem kfemicitym [25]). Pozitiva téchto
Castic spocivaji ve vysoké ucinnosti, nizsim zpétném tlaku na koloné a také moZnosti
pouzivat vyssich pratokd mobilni faze bez ztraty chromatografické ucinnosti. Uplatnéni
téchto castic je i v HPLC systému, ¢ehoZ se vyuZiva predevSim pfi pfenosu metody
zHPLC na UHPLC, kde je zdkladnim predpokladem pro prenos vyuziti identické
stacionarni faze.

Dalsim vyznamnym typem sorbentu stacionarni faze, jsou necasticové porézni
monolitické kolony, které maji vysokou permeabilitu a velky separacni povrch. Jak jiz
bylo zminéno sorbent téchto kolon, je tvofen z porézniho monolitického materidlu.
Tyto kolony umoznuji vyuZiti vysokych prdatokd mobilni faze (az 10 ml/min) a tim
vyrazné urychli dobu analyzy, v UHPLC systému se prutok mobilni faze pohybuje
v rozmezi 0,01-2 ml/min, proto je vyuziti téchto kolon vhodné spise pro HPLC systém,
kde se wvyuzivd vysSich pratokd mobilni faze. Vyjimku, vsak tvofi Chromolith®
monolitické kolony, které lze vyuzit i v UHPLC systému [55]. Monolitické kolony
obsahuji makropéry nebo mezopdry. Makropéry (vétsi pory, obvykle 1-2 um), které
umoznuji pouziti vysSich pratokl mobilni faze a to bez nardstu tlaku na koloné a
mezopory (mensi pdry, obvykle 12 nm), které zvétsuji separacni povrch a zajistuji, tak
vysokou ucinnost separacniho procesu. [21], [22], [23].

Typy stacionarnich fazi, lze také rozlisit podle typu ligandu, ktery se vaze na
povrch silikagelu na tzv. normalni a reverzni fazi a na zdkladé toho, se pak voli vhodny

typ mobilni faze. Pfi normalni fazi, je stacionarni faze polarniho charakteru (napf.

20



silikagel) a mobilni faze nepolarniho charakteru (napf. hexan), v pfipadé reverzni faze
je na silikagelu napfiklad navazan C18 (Oktadecylsilikagel), stacionarni faze je tedy
nepoldrni a mobilni faze (napt. acetonitril), je polarni. Pfi vyvoji této metody byla také
testovana faze C18 s kombinaci povrchové poréznich ¢astic, na jejichZz povrchu byl
navazan C18. Technologii core-shell vyuZivaji i ostatni studované faze béhem vyvoje
metody [25], [26].

Pfi vyvoji metody byla zkouSena kolona, kterd pracuje na principu HILIC
(hydrofilni interakéni chromatografie), ktera je vhodna pro separaci polarnich a
hydrofilnich latek. Stacionarni faze pro HILIC, jsou typické normalni faze (polarni) napft.
silikagel nebo silikagel modifikovany aminopropylovou funkéni skupinou a mobilni faze
jsou vodné-organické jako v pfipadé reverzniho systému. Oznaceni hydrofilni vyznacuje
jeji afinitu k vodé, ktera se pridava do mobilnich fazi pfi HILIC separacich na poldrnich
kolonach. Mechanismus HILIC neni stdle zcela objasnén, jednim z moZnych principl je
mechanismus rozdélovani mérenych analytl mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze a silné
hydrofilni vrstvou vody, kterd je fixovdna na povrchu poldrni staciondrni faze (Obrazek
¢. 10). Béhem separace dojde k oddéleni analytd z mobilni faze a jejich prenosu do
povrchové hydrofilni vrstvy stacionarni faze. Retence zkoumanych analytd na koloné je
zvySovana jejich zvySovani polarity a naopak ke snizeni retence dochazi pfi zvyseni
polarity mobilni faze (tedy pfi pouziti zvySeného podilu vody &i pufru v MF). Jeji vyuziti
je vhodné pfi vyuzivani detekce ESI-MS [27], [22], [49]. Dalsi kolonou byla Meteoric
core C18 BIO, kterd se vyznacuje svym vyuzitim v Sirokém rozmezi pH a je také idedlni
kolonou pro HPLC i UHPLC systém ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem [28].
Posledni zkousenou byla fluorovana stacionarni faze (pentafluorofenyl) jejiz sorbent je
tvorfen povrchové poréznimi ¢&asticemi, které jsou modifikované navazanym

pentafluorofenylem pomoci alkylovych fetézct [29].
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Obrazek ¢. 10: Difuzni vrstva vody na povrchu HILIC staciondrni faze [22]

3.2.2 Detektory v UHPLC

V UHPLC systému, jsou zejména pouzivané tyto detektory [21], [30]:
e Spektrofotometricky detektor (UV/VIS)
e UV/VIS detektor s diodovym polem (PDA, DAD)
e Odparovaci detektor rozptylu svétla (ELSD)
¢ Fluorescencni detektor (FLR)

e Hmotnostni detektor (MS)

Pti vyvoji metody byl vyuzivan hmotnostni detektor (MS), ktery detekuje vzniklé
ionty, vznikajici ionizaci studovanych analyt( [21]. Pti vyvoji této metody byla k ionizaci

analytl vyuzivana mékka ionizac¢ni technika- ionizace elektrosprejem (ESI).

3.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie jednou z nejpouzivanéjSich analytickych technik,
ktera je Siroce pouZivand v téchto oblastech: farmaceutickd a environmentalni analyza,
analyza potravin, biologické a |ékarské védy apod. (napf. mikrobiologie, rostlinna véda,
klinicka diagnostika, forenzni a proteinové vyzkumy)[31]. Je vyuZivdna pro kvantifikaci
znamych sloucenin (odezva je zavisla na koncentraci), identifikaci nezndmych sloucenin

ve vzorku a také pro objasnéni chemické struktury a vlastnosti stanovovanych analyt(
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(napf. molekulovd hmotnost, elementarni sloZeni a zastoupeni izotopl). Pfi této
metodé, dochdzi k preméné neutralnich molekul stanovanych analytl na ionty, které
jsou rozdéleny podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z) a nasledné detekovany.
Vysledkem méfeni na hmotnostnim spektrometru je hmotnostni spektrum, které

zobrazuje zavislost intenzity iontl (absolutni/relativni) na jejich m/z [32], [33].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze t¥i hlavnich ¢asti:
¢ |ontovy zdroj
e Analyzator

e Detektor

Kromé téchto casti je nezbytnou soucasti systému, také sonda pro zavedeni vzorku,
vakuové pumpy, které zajistuji, ze spektrometr pracuje za vysokého vakua (107 az 10™*
Pa, hodnotu ovliviuje vybér analyzatoru), iontovad optika, kterd slouzi k fokusaci a
urychleni iontl a také pocitac, ktery slouzi k ovladani systému, sbéru dat (spekter) a
umoziuje pracovat se ziskanymi daty a porovndvat spektra s referenénimi knihovnami.

Schéma spektrometru zobrazuje Obrdazek ¢. 11 [32].

Hmotnestni spektrum
¥stup lontov¥ _snalyzitesp Detektor—p pozitad
wzorku zdroj LL ] |
i 1

Vakuové pumpy

Obrazek €. 11: Schéma hmotnostniho spektrometru (obrazek pfevzat a upraven) [32]

Po vstupu vzorku do hmotnostniho spektrometru, dochazi k jeho ionizaci
v iontovém zdroji. Po ionizaci, vzniklé ionty pokracuji dale do analyzatoru, ktery slouzi
k jejich rozdéleni dle poméru m/z za vysokého vakua. Ndsledné prechazi do detektoru,
ktery konvertuje ionty na elektrické signaly a ty jsou nasledné prevadény do pocitace,

ktery zobrazuje tyto signaly ve formé hmotnostniho spektra [32], [33].
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Jak jiz bylo zminéno, iontovy zdroj prevadi neutralni molekuly analytd na ionty,
vSe na zakladé vyuZiti ionizacnich technik. V hmotnostni spektrometrii se vyuziva
mnoho typl ionizacnich technik. Klasické techniky mezi, které se fadi elektronova
ionizace (El) a ionizace urychlenymi atomy (FAB), nejsou s moderni hmotnostni
spektrometrii dnes spojovany, kromé vyziti El pro analyzu tykajici se Zivotniho
prostredi. lonizacni techniky se rozdéluji na tvrdé a mékké, jejich vybér zavisi na typu
analytu a jeho vlastnosti (napf. polarita, molekulovd hmotnost, tékavost latky atd.).
Mezi tvrdé ionizacni techniky, se fadi: elektronova ionizace (El), mezi mékké ionizac¢ni
techniky se ftadi: chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), ionizace
elektrosprejem (ESI), ionizace urychlenymi atomy (FAB), laserovd desorpce za ucasti
matrice ( MALDI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). Pfi vyvoji této metody,
byla vyuZita mékka ioniza¢ni technika: ionizace elektrosprejem, ktera je kompatibilni
s kapalinovou chromatografii a spole¢né s APCl a APPI pracuje za atmosférického tlaku

[33],[34].

lonizace elektrosprejem (ESI):

ESI je oznacovdna, za nejoblibenéjsSi a nejSetrnéjsi ionizaéni techniku
v hmotnostni  spektrometrii, kterd je nejvice vyuZivdna ve  spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS). Tato
ioniza¢ni technika, je vhodnda pro polarni, iontové analyty a biopolymery (az do 150
kDa). Principem této techniky, je rozpusténi stanovovaného analytu ve vhodném
eluentu (napf. methanol), ktery je nasledné privadén na kovovou kapildru, na kterou je
vlozeno vysoké napéti (3-5 kV). Na konci této kapilary, vznikaji malé kapicky
rozpusténého analytu, které obsahuji velké mnozstvi naboje. Diky privadénému dusiku
na konec kapilary, ktery zde pUlsobi jako tzv. susici plyn, dochazi k odparovani eluentu,
¢imZz dojde ke zvySeni hustoty povrchového naboje kapicek a dochdzi k tzv.
Coulombické explozi. Tento proces vede k rozdélni kapicek, jesté na mensi kapicky
s rozdélenim pUvodnich nabojl a opakovani tohoto procesu vede, k uvolnéni a vzniku
iontd (ionty jsou odvadény do analyzatoru). Pfi této ionizaci mohou vznikat i

vicendsobné nabité ionty a to vpfipadé, vice ionizacnich mist v molekule
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stanovovaného analytu, proto je také vhodnd pro sledovani vysokomolekularnich
latek. Existuji vSak, dalsi ionizacni techniky (napf. nanoelektrosprej nebo desorpéni
elektronova ionizace (DESI)), které pracuji na obdobném principu a mohly by byt
pouzitelné misto ESI [33], [34],[35],[36],[37]. Schéma ionizace vzorku elektrosprejem je

zobrazena na Obrazku ¢. 12.
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Obrazek €. 12: lonizace vzorku- ionizace elektrosprejem (ESI) [50]

3.3.2 Analyzatory v hmotnostni spektrometrii

Analyzator je povaZzovan za srdce hmotnostniho spektrometru a je umistén za
iontovym zdrojem. Oddéluje ionty v plynné fazi za vysokého vakua, dle jejich poméru
m/z a nasledné zaznamenava jejich intenzity. Vykon hmotnostnich analyzator( lze
charakterizovat na zdkladé téchto parametri jako je (napf. rozliSeni, hmotnostni
presnost, hmotnostni rozsah méreni atd.). Pro separaci iontu Ize pouzit rdzné fyzikalni
principy:

e zakfiveni drahy letu iontl v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)

e rlUzna stabilita oscilaci iontd vdvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencéniho stfidavého napéti (kvadrupdly a iontové
pasti)

e r0znd doba rychlosti letu iontl (analyzator doby letu (TOF))

¢ r0znd frekvence harmonickych oscilaci v orbitrapu

e rOznd absorpce energie pfi cyklonalnim pohybu iontd v kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance — ICR)
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Mezi zakladni typy hmotnostnich analyzator( Ize zaradit: magneticky sektorovy
analyzator, kvadrupdlovy analyzator, 3D a linedrni iontovou past, priletovy analyzator,
orbitrap a iontovou cyklotronovou resonanci [33], [38]. Pfi vyvoji této metody byl

vyuzit trojity kvadrupdl (QgqQ).

Kvadrupdl a Trojity kvadrupél (QgQ):

Kvadrupdl, je analyzator jehoz konstrukce se sklada ze ¢tyr kovovych tyci, na
které je vkladano stfidavé napéti. BEhem tohoto déje dochazi k oscilaci (kmitani iont(),
kterd je vsak charakteristicka pro ionty uréitého poméru m/z. Tyto ionty se dostavaji
dale do detektoru, ostatni ionty jsou zachytdvany na tycich kvadrupdlu. Postupnymi
zménami napéti, tedy oscilaci, postupné projdou do detektoru vSechny ionty. Spojenim
tfi kvadrupodlu vznika tzv. trojity kvadrupdl, jehoz schéma je zobrazeno na Obrdazku ¢.
13. Jeho konstrukce se sklada z:

e 1. Kvadrupdl (Ql): vybira ionty, které byly generovany v iontovém zdroji.

e 2. Kvadrupdl (Q2): je vyuZivan jako tzv. kolizni cela, ktera slouZi k fragmentaci
vybraného iontu, pomoci kolizniho plynu (napf. argon), ktery je silnéjsi nez
dusik a podporuje silnéjsi fragmentaci.

e 3. Kvadrupdl (Q3): je vyuzivan pro analyzu jiz fragmentovanych iontl a

poslednim krokem pfed samotnou detekci v detektoru.

Detektor
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Obrazek €. 13: Schéma trojitého kvadrupdlu — QgQ (obrazek prevzat a upraven)

(51]

Trojity kvadrupdl (QqQ), je vyzadovan predevsim pro svoji vyssi citlivost a
specificnost pfi méreni a také muize byt pouzit k vytvoreni dalSich fragmentacnich iontQ
zvybraného iontu. Je casto vyuzZivan pro kvantitativni analyzy a screening drog

v toxikologickych laboratofich [37], [39].
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Jak jiz bylo zminéno, zavérecny krokem v hmotnostni spektrometrii je detekce
iontu, ke které dochazi po jejich separaci podle poméru m/z v analyzatoru. Detektory
slouzi k uréeni intenzity iontll a nasledného zobrazeni hmotnostniho spektra iont(.
Jako detektory jsou v MS vyuzivany: elektronovy ndsobic a fotonasobic [32], [37].

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS,
UHPLC/MS), je dnes vyuZivano, pfedevsim pro presnéjsi identifikaci analytl ve smési
(slozité matrici). V HPLC/UHPLC dochazi k separaci mérenych analyti a v hmotnostnim
spektrometru k samotné detekci. Vysledkem méreni je chromatograficky zdznam, kde
Ize vidét tzv. MRM prechody které jsou charakteristické pro dané analyty. Spojeni
téchto dvou systéml, Ize vyuzit v klinické, farmaceutické, environmentalni, chemické a

biochemické analyze [33], [40], [52].
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4 Experimentalni Cast

UHPLC systém Nexera, Shimadzu (Japonsko) sloZen z:

e Centralni jednotka CMB-20 A

e Degasser DGU-20 A3

e Dvé vysokotlaké pumpy LC-30 AD

e Davkovac typu SIL/30 AC pro vialky

e Rack Changer Il pro mikrotitracni desticky

¢ Kolonovy termostat CTO-20 AC

e Selekeni ventil

e Detektor - Hmotnostni spektrometr LCMS-8030 trojity kvadrupdl, Shimadzu
(Japonsko) s ioniza¢nim zdrojem ESI

e Pocitacovy software LabSolutions 5.41 SP1

Analytické vahy, Sartorius AG CPA 623S (Némecko)

Magnetickd michacka, Ika Werke (Némecko)

Manifold pro mikrotitraéni desti¢ky, Multi-well Filter Plate Vacuum Manifold, Pall Life
Science (USA)

Mikrocentrifuga D3024R High Speed Refrigerated Micro-Centrifuge Scilogex (USA)

pH metr Sentron SI 400, Sentron Europe BV (Nizozemsko)

Vakuova pupma Vacc Space 50, Chromservis (Ceska republika)

Vakuova odparka Concentrator plus, Eppendorf (Némecko)

Vortex Lab Dancer, Ika Werke (Némecko)

Ultrafiltraéni zkumavky, Microcon-10kDa Centrifugal fillter Unit with Ultracel-10
membrane, Merck Millipore Ltd. (Irsko)
Mikrotitracni desti¢ky 96-jamkové, Brand plates F pure grade-clear, 350 ul Brand

(Némecko)
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Filtry pro filtraci mobilni faze, Hydrophilic Polypropylen membrane filters 100/ pack,
GH polypek 47 mm, 0,2 um, Pall Life Science (USA)

Mikrotitracni desticky s filtrem, AcroPreptm Advance 96 filter Plate 0,2 um 350 pl, Pall
life Science (USA)

Kinetex® HILIC 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA)
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko)
Kinetex® Polar C18 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA)
Kinetex® F5 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA)

Hydrogenuhli¢itan amonny, Fluka Analytical- Sigma Aldrich (Ceska republika)
Mraven&an amonny (= 99%), Fluka Analytical- Sigma Aldrich (Ceskd republika)
Octan amonny (= 99%), Fluka Analytical- Sigma Aldrich (Ceska republika)
Kyselina octovd, Fluka analytical- Sigma Aldrich (Ceska republika)

Kyselina mravendi (98-100%), Emsure®- Merck (Ceska republika)

L-Arginin, reagent grade (= 98%) - Sigma Aldrich (Japonsko)

Agmatin sulfat (= 97%) - Sigma life science (USA)

L-Citrulin (> 98%) - Sigma Aldrich (Cina)

L- Ornitin monohydrochlorid (= 99%) - Sigma life science (Japonsko)

Voda (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical- Sigma Aldrich (Ceskd republika)
2-propanol (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical-Sigma Aldrich (Ceska republika)
Methanol (LC-MS Chromasolv®), Fluka analytical- Sigma Aldrich (Ceska republika)
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Mobilni faze byla sloZzena z vodné a organické slozky. Ve vodné mobilni fazi byly
zkouseny: LC-MS voda, LC-MS voda s0,1% kyselinou mravenci (FA), mravencan
amonny, hydrogenuhli¢itan amonny a octan amonny s kyselinou mravenci nebo
kyselinou octovou o rizném pH. V Organické fazi byly zkouSeny: acetonitril, methanol,
acetonitril s methanolem a s0,1% FA, methanol s0,1% FA. Mobilni faze byla vidy

filtrovdna pomoci vakuové pumpy pfes membranové filtry o velikosti p6r(i 0,2 um.

Agmatin

Na analytickych vahach bylo navaZzeno 1,41 mg standardu agmatinu a
rozpusténo ve vodé LC-MS Cistoty v 5 ml odmérné barnce a doplnéno po rysku. Timto
zplUsobem byl pfipraven zasobni roztok agmatinu o koncentraci 1373,1 uM. Z tohoto
zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok o pozadované koncentraci 10 puM,

153 nM ¢i 40 nM.

L- Cintrulin

Obdobnym zplsobem byl nasledné pripraven i zasobni roztok standardu L-
citrulinu. Bylo navdZeno 1,49 mg standardu L- citrulinu na analytickych vahach a
rozpusténo ve vodé LC-MS Cistoty v 5 ml odmérné barice a doplnéno po rysku LC-MS
vodou. Vysledna koncentrace zasobniho byla 1699,8 uM. Z tohoto zasobniho roztoku

byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci 10 uM.

L-Arginin

Pro pfipravu zdsobniho roztoku L-argininu, bylo navaZzeno na analytickych
vahach 1,20 mg standardu, rozpusténo ve vodé LC- MS Cistoty v 5 ml odmérné barice a
doplnéno po rysku LC-MS vodou. Tento zdsobni roztok byl pfipraven o koncentraci
1373 pM. Ztoho zdsobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci

10 uM.
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L-Ornitin

Pro pfipravu zasobniho roztoku ornitinu bylo navaZeno na analytickych vahach
1,43 mg standardu, rozpusténo v malém mnozstvim LC-MS vody v 5 ml odmérné bance
a doplnéno po rysku LC-MS vodou. Tento zdsobni roztok byl pfipraven o koncentraci
1691,4 uM. Z tohoto zdsobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok o koncentraci
10 pMm.

Zasobni roztoky standardd byly uchovavany v lednici pfi 4°C dva tydny. Ze
zasobnich roztok(i byly pfipraveny pracovni roztoky o poZadované koncentraci a

fedény LC-MS vodou ¢i pufrem (mravencan amonny, octan amonny).

Béhem analyzy byla pouzita smés standardu, jejich vyslednd koncentrace je

uvedena v Tabulce ¢. 1.

Tabulka €. 1: Koncentrace standardu

Analyt c
Agmatin 10 pM,
40 nM,
153 nM

L-Citrulin 10 uM
L-Arginin 10 uMm
L-Ornitin 10 uMm
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5 Vysledky a diskuze

Optimalizace je proces, béhem kterého jsou vybrany vhodné podminky pro
separaci nami zkoumanych latek. V pribéhu vyvoje metody byly pro standardy
optimalizovany tyto parametry: detekéni podminky, stacionarni faze a slozeni mobilni
faze. Nejdfive bylo nutné vyhledat veskeré informace o fyzikdlné-chemickych
vlastnostech zkoumanych latek, véetné jejich struktury a poté byly zkoumany rizné

druhy mobilni a stacionarni faze.

Po provedeni automatické optimalizace detekce hmotnostniho spektrometru
s vyuZitim roztok( standardnich latek byly vyhodnoceny tzv. MRM prechody (multiple
reaction monitoring) a také dal$i podminky detekce jako je: teplota DL (Desolvation
Line), teplota heat bloku, pritok susiciho plynu, pritok nebuliza¢niho plynu. Pro kazdy
stanovovany analyt byla zvolena kombinace tfi MRM prechodl pro presné;jsi
identifikaci stanovenych analyt(i. Detekéni podminky jsou uvedeny v Tabulce €. 2 a

MRM prechody jsou uvedeny v Tabulce ¢. 3

Tabulka €. 2: Nastaveni parametr( detekce

Typ ionizace ESI +
Teplota DL (Desolvation Line) 150 °C
Teplota na Heat bloku 400 °C
Pratok susiciho plynu 15 L/min
Pratok nebuliza¢niho plynu 3 L/min
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Tabulka €. 3: MRM prechody jednotlivych analytd

Prekurzorovy iont Produktovy iont (m/z) Kolizni energie (CE)
(m/z)
L-Ornitin
133,20 >70,00 -21,0
133,20 >115,90 -16,0
133,20 >28,10 -38,0
L-Arginin
174,70 >70,00 -25,0
174,70 >60,00 -15
174,70 >115,90 -17
Agmatin
131,15 >72,00 -17
131,15 >30,00 -28
131,15 >59,95 -13
L-Citrulin
175,70 >70,00 -24,0
175,70 >158,95 -12,0
175,70 >112,95 -18,0

Jako prvni byla zkouSena kolona HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie)
s povrchové poréznimi casticemi. Tyto Cdastice se skladaji z dvou odliSnych casti
sorbentu, pevné jadro z neporézniho silikagelu a vnéjsi vrstva z nékolika vrstev
porézniho chemicky modifikovaného silikagelu (zde se odehrava separace). HILIC
kolona je uréena pro malé polarni latky, proto byla zvolena jako prvni a nejvhodnéjsi
kolona pro nase analyty.

Byla testovana rada mobilnich fazi (MF), v prvni fazi byla zkousena kombinace
mobilni faze: LC-MS voda a ACN (acetonitril). Tato kombinace nebyla vhodnd ani po
pridani 0,1% kyseliny mravenc¢i do LC-MS vody a prodlouzenim analyzy nedoslo
k detekci agmatinu. Pro dalsi sloZzeni mobilnich fazi byl pouzit 5 mM a 10 mM AMFO
v kombinaci s 0,1% kyselinou mravenci, acetonitrilem a methanolem. Po pouziti AMFO
doslo k retenci agmatinu na koloné. Jednotlivé poméry mobilnich fazi jsou uvedeny

v Tabulce ¢. 4.

33




Tabulka ¢. 4: SloZzeni mobilnich fazi

Rozpoustédla Poméry

LC-MS H,0 30 - - - - - - - -

ACN LC-MS 70 - - - - - - - -

LC-MS H,0 +0,1% FA - 40 - - - - - - -

ACN + 0,1% FA - 60 - - - 65 65 - -

5 mM AMFO + 0,1% FA (pH=3) - - 30 20 20 35 - - -

10 MM AMFO v 85% ACN +0,1% FA | - - - - - - - 65 80

10 mM AMFO v LC-MS H,0 - - - - - - - - 20

10 mM AMFO + 0,1% FA - - - - - - 35 35 -

ACN + MeOH + 0,1% FA - - 70 | 80 - - - - -

MeOH + 0,1% FA - - - - 80 - - - -

PFi kombinaci 10 mM AMFO s 0,1% FA : ACN s 0,1% FA (35:65), bylo zjisténo, Ze
pik agmatinu ma vyssi intenzitu a také lepsi tvar, nez pfi pouziti 5 mM AMFO ve stejné
kombinaci. Teprve pfi pouziti 10 mM AMFO s0,1% FA : 10 mM AMFO v 85% ACN
s 0,1% FA, byl vyrazné, i kdyz stdle nedostatecné, zlepsSen i tvar piku ornitinu, ktery bylo
predtim problematické detekovat. Jako optimadlni podminky pro separaci analytl na
této koloné byla zvolena kombinace mobilni faze 10 mM AMFO v LC-MS H,0 : 10 mM
AMFO v 85% ACN s 0,1% FA (20:80), (Obrazek &. 14).
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Obrazek €. 14: Chromatogram |
153 nM agmatin, 10 puM L-citrulin, 10 uM L-arginin a 10 puM L-ornitin (nafedény
v AMFO, pH=2,5)
20% AMFO (10 mM) v LC-MS H,0 (pH= 2,5) + 80% AMFO (10 mM) v 85% ACN ( 0,1%
FA), 0,8 ml/min, 2 pl,
Kinetex® HILIC 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).

5.1.2.2 Kinetex® Polar C18 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA)

Druhou zkous$enou kolonou byla kolona Polar C18, také s povrchové poréznimi
¢asticemi, na nichz je chemicky navazany alkyl C18 (oktadecylsilikagel=0DS). Navazany
alkyl zplUsobuje hydrofobni interakce a polarni modifikace povrchu, ma vliv na
zvySenou selektivitu a retenci pro polarni a bazické latky.

Jako prvni mobilni faze byla zvolena LC-MS voda (pH 5,3). Retencni ¢asy analyt(
byly velice podobné, snahou bylo analyty oddélit kvuli citlivosti metody, tato MF byla
nevhodna. Nedoslo k retenci analytl na koloné. Déle byla zkousena LC-MS voda s 0,1%
FA (pH 2,8) a také LC-MS voda s kyselinou octovou (pH 3,5). Snizené pH LC-MS vody,
pomoci kyseliny mravenéi ¢i octové vedlo kzvySené retenci a zlepSené separaci
analyt(. Dalsi zkousena kombinace LC-MS vody s 0,1% FA a ACN LC-MS v poméru 95:5
byla nevhodna, doslo ke zhorseni separace, tedy vzajemnému prekryti piku standardu

(Obrazek ¢. 15). Dalsi kombinace mobilnich fazi, jsou uvedeny v Tabulce €. 5.
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Obrazek ¢. 15: Chromatogram Il

153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (nafedény v LC-MS

vodeé)

95% LC-MS H,0 (0,1% FA) + 5% LC-MS ACN (bez FA), 0,5 ml/min, 2 pl,

Kinetex® Polar C18 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).

Tabulka €. 5: Slozeni mobilnich fazi

Rozpoustédla

Poméry

LC-MS H,0 (pH=5,3)

100

LC-MS H,0 + 0,1% FA (pH=2,8)

LC-MS H,0 + 0,1% AA (pH=3,5)

10 mM AMFO (pH=2)

ACN LC-MS

10 mM AMFO v LC-MS H,0 (pH=5,7

10 mM AMFO + LC-MS H,0 (pH=3,6

10 mM AMFO + LC-MS H,0 (pH=3,3

)
)
10 mM AMFO + LC-MS H,0 (pH=2,8)
)
)

10 mM AMFO + LC-MS H,0 (pH=2,5

10 mM AMAC + LC-MS H,0 (pH=5,0)

10 mM AMAC + LC-MS H,0 (pH=3,3)

10 mM AMBI + LC-MS H,0 (pH=8,0)

10 mM AMBI + LC-MS H,0 (pH=7,0)

100
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Standardy byly rozpustény v LC-MS vodé, bylo vsak zjisténo, Ze po rozpusténi
standardd v 10 mM AMFO doslo k vyraznému zvyseni intenzity piku agmatinu. Dale byl
jako mobilni faze zkousen octan amonny (AMAC) pfi rliznych hodnotach pH, ale
nedochdazelo k vyrazné separaci analytd. Analyty nebyly separovany ani pti pouziti
hydrogenuhli¢itanu amonného (AMBI) o (pH=8,0 a 7,0) a agmatin nebyl detekovan
vUbec. PFi sloZzeni mobilni faze LC-MS vody s0,1% FA (pH= 2,8), doslo ke zvySeni
intenzity pikd, kromé agmatinu (Obrazek €. 16). Pfi dalsi separaci, byl proto pfidan do
mobilni faze 10 mM AMFO, byl snizen pritok mobilni faze a standardy analytd byly
rozpustény v 10 mM AMFO (pH=2,5). Tyto podminky se ukdzaly jako nejvhodnéjsi pro
testovanou kolonu. Nasledné byla porovnana separace pfi pouziti mobilni faze s 100%
10 mM AMFO (pH= 2,5), (Obrazek &. 17) a 100% 10 mM AMFO (pH=2), (Obrazek &. 18).
Bylo zjisténo, Ze pfi pH 2,5 doslo ke zvyseni intenzity pik( a pti pH 2, byla lepsi retence

a separace analytd na koloné, ale snizena intenzita pikd.
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300000 - — Agmatin
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Obrazek ¢. 16: Chromatogram Il
153 nM agmatin, L-citrulin 10 uM, L-arginin 10 uM, L-ornitin 10 uM (naredény v LC-MS
vodeé)
100% LC-MS H,0 (0,1% FA); (pH=2,8), 0,5 ml/min, 2 pl,
Kinetex®Polar C18 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).
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Obrazek ¢. 17: Chromatogram IV
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (nafedény
v 10 mM AMFO pH 2,5)
100% 10mM AMFO v LC-MS H,0 (pH= 2,5), 0,15 ml/min, 2 ul,
Kinetex® Polar C18 100 A Core Shell technology, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex
(USA).
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Obrazek ¢. 18: Chromatogram €. V
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (nafedény
v 10 mM AMFO pH 2)
100% 10mM AMFO v LC-MS H,0 (pH= 2), 0,15 ml/min, 2 pl,
Kinetex® Polar C18 100 A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).
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Treti zkouSenou kolonou byla kolona Meteoric core C18 BIO. Tato analyticka
kolona je také s povrchové poréznimi ¢asticemi, avsak s vétSimi péry, je tedy vhodna
pro vétsi molekuly a pro analyzu biologického materialu.

Na zakladé zkuSenosti s kolonou Polar C18, bylo v mobilnich fazich pouzito 10
mM AMFO. V prvni mobilni fazi bylo zkouseno 100% 10 mM AMFO (pH=3) o prltoku
0,5 ml/ min a standardy analytl byly rozpustény ve vodé. Nasledné byly zkouseny
mobilni faze v kombinaci 10 mM AMFO (pH=3) a methanolu, poté pouze 100% 10 mM
AMFO (pH=2,5) a také kombinace 10 mM AMFO (pH=2,5) a 10 mM AMFO v ACN.
Béhem téchto kombinaci, bylo zkouseno snizeni pritokd MF z 0,5 ml/min na 0,2 a 0,25
ml/min a standardy analytld byly rozpustény v 10 mM AMFO, coZ vedlo ke zvyseni

intenzity piku agmatinu. Jednotlivé poméry mobilnich fazi jsou uvedeny v Tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: Poméry mobilnich fazi

Rozpoustédla Poméry

10 mM AMFO (pH=3) 100 95 - - -

10 mM AMFO (pH=2,5) - - 100 100 95
10 mM AMFO v ACN LC-MS + 0,1% FA - - - - 5

MeOH LC-MS - 5 - - -

Pouziti methanolu v MF vedlo ke zhorSeni separace a zkraceni retencnich
casl analytl. Nejlepsi separace na této koloné byla pfi pouziti 100% 10 mM AMFO
(pH= 2,5), pfi pratoku 0,25 ml/min a rozpusténi standard( v 10 mM AMFO (Obrazek
¢. 19). Na zakladé tohoto vysledku, byly porovnavany dvé separace analytl o stejném
sloZzeni MF, ale rozdilném rozpusténi standardd a prGtoku MF. V prvni separaci byly
standardy analytd rozpustény v LC-MS vodé o pratok MF 0,2 ml/min (Obrazek ¢. 20) a
pfi druhé separaci byly rozpustény v 10 mM AMFO o pratoku MF 0,25 ml/min. Toto
porovnani ukazalo, Ze pfi rozpusténi analytti v 10 mM AMFO doslo ke zvySeni intenzity

piku agmatinu a také, Zze zména pritoku MF neméla vliv na separaci (Obrazek ¢. 21).
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Obrazek €. 19: Chromatogram VI
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM ornitin (rozpustény v 10 mM
AMFO pH=2,5)
100% 10 mM AMFO (pH= 2,5), 0,25 ml/min, 2ul,
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko).
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Obrazek €. 20: Chromatogram ¢. VII
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (rozpustény v LC-
MS vodé)
100% 10 mM AMFO (pH= 2,5), 0,2 ml/min, 2 pl,
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko).
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Obrazek ¢. 21: Chromatogram €. VIII
153 nM agmatin (rozpustén v 10 mM AMFO, pH=2,5) 100% 10 mM AMFO (pH= 2,5),
0,25 ml/min, 2 pl;
153 nM agmatin (rozpustén v LC-MS vodé) 100% 10 mM AMFO (pH= 2,5), 0,2 ml/min,
2ul
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko).

Posledni zkouSenou byla fluorovana stacionarni faze (pentafluorofenyl) jejiz
sorbent je tvoren povrchové poréznimi ¢asticemi, které jsou modifikované navazanym
pentafluorofenylem pomoci alkylovych retézca.

Jako prvni mobilni faze byla zvolena 100% LC-MS voda (pH= 5,3) a poté byla
zkousSena kombinace LC-MS vody a methanolu s 0,1% FA v poméru 95:5. Obé tyto
kombinace byly nevhodné pro detekci piku agmatinu. Nasledné byla zkouSena 100%
LC-MS voda s 0,1% FA (pH=3,3), kde bylo mozné zachytit pik agmatinu, avSak o malé
intenzité. Pfi dalSim mérenim byl do mobilnich fazi na zakladé zkusenosti z predeslych
kolon pfiddan 10 mM AMFO s 0,1% FA v kombinaci s LC-MS acetonitrilem obsahujici
0,1% FA. Pfi dalSim méfeni byl 10 mM AMFO s0,1% FA kombinovdn sLC-MS
methanolem obsahujici 0,1% FA ve stejnych pomérech jako s LC-MS acetonitrilem.
Jednotlivé poméry a kombinace dalSich mobilnich fazi jsou uvedeny v Tabulce €. 7.

Tato dvé méreni byla porovndvana a bylo zjisténo, Ze v pripadé kombinace 10 mM
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AMFO s 0,1% FA : MeOH s 0,1% FA (95:5), doslo ke zvySeni intenzity pik(, lepsi retenci,
prodlouZeni retencnich ¢ast a lepsi separaci jednotlivych analytli nez pfi kombinaci

s ACN.

Tabulka €. 7: SloZzeni mobilnich fazi

Rozpoustédla Poméry

LC-MS voda (pH=5,3) 100 - - - - R

95

LC-MS voda + 0,1% FA (pH=3,3) - 100 | - | - - -

10 MM AMFO + 0,1% FA - - 95 | 95 80 100

ACN LC-MS +0,1% FA - - 5 - - -

MeOH LC-MS + 0,1% FA - - - 5 - -

10 mM AMFO + MeOH 85% + 0,1% FA - ; I N %0 )

Na zdkladé téchto kombinaci uvedenych v tabulce, bylo zjisténo, Ze zvySenim
procent organického rozpoustédla v mobilni fazi doslo k zhorSeni separace a zkraceni
retencnich ¢asl analyta.

Dale byly také porovnavany separace analytll v pfitomnost 10 mM AMFO jak ve
vodné, tak i organické ¢asti mobilni faze se separaci, kdy bylo 10 mM AMFO obsazeno
pouze ve vodné (¢asti mobilni faze, poméry jsou uvedeny v Tabulce ¢ 7.
Chromatogramy téchto separaci byly velice podobné, proto tedy staci zastoupeni
10 mM AMFO ve vodné ¢asti mobilni faze.

Na zavér byla porovnavana separace, kdy byla mobilni faze slozena pouze
z10 mM AMFO s 0,1% FA (Obrazek €. 22) se separaci, kde byla v mobilni fazi pouzita
LC-MS voda s 0,1% FA (Obrdzek €. 23). Porovnani ukdazalo, Ze ve vodném prostiedi
doslo ke zvyseni intenzity a zkraceni retencnich ¢as vSech analytd kromé agmatinu,
jehoZ intenzita a retence na koloné byla vyssi v pfitomnosti 10 mM AMFO v mobilni
fazi. K dalSimu zvyseni intenzity piku agmatinu doslo pfi naredéni standardd 10 mM

AMFO s 0,1% FA.
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Obrazek ¢. 22: Chromatogram ¢. IX
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (rozpustény v LC-
MS vodé)
100% 10 mM AMFO + 0,1% FA, 0,5 ml/min, 2 pl,
Kinetex® F5 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).
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Obrazek €. 23: Chromatogram €. X
153 nM agmatin, 10 uM L-citrulin, 10 uM L-arginin, 10 uM L-ornitin (rozpustény v LC-
MS vodé)
100% LC-MS H,0 + 0,1% FA, 0,5 ml/min, 2 pl,
Kinetex® F5 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).
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Jako nejlepsi kolona byla vyhodnocena Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm,
16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko), na které bylo dosazeno nejvyssi intenzity agmatinu,
jehoz koncentrace je v biologickém materialu velmi nizka. Nejvhodné;jsi podminky pro

tuto kolonu jsou uvedeny v Tabulce €. 8.

Tabulka €. 8: Souhrn vybranych podminek

Analyticka kolona Meteoric Core C18 BIO, 100x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC Némecko

Mobilni faze 100% 10 mM AMFO
Prutok 0,25 ml/min
pH 2,5
Detekce MS/MS (vybrané MRM)
Teplota 25°C
Nastfikovy objem 2 ul

L-ORN 3,513 min

L-ARG 3,712 min

Retencni casy L-CIT 3,918 min

AGM 3,769 min

Pfed samostatnou analyzou biologického materialu, v nasem pfipadé vypotk( z ran
pacientd, byly provedeny extrakéni postupy, aby nedoslo k zaneseni a znedisténi
kolony a celého chromatografického systému. Byly pouZivany dva typy extrakénich

postupu: ultrafiltrace a deproteinace.

Jako prvni extrakéni postup byla zvolena ultrafiltrace. Pro tento typ extrakce byly
vypotky zran pouzivdny nefedéné a naredéné v10 mM AMFO (pH= 2,5). Byly
pripraveny dva typy vzork(. Prvni typ vzorkd se skladal z vypotkd ran pacientd, bez
naredéni a byly z nich pfipraveny: blank (obsahuje vypotky z ran od pacient(, ve
kterych jsou analyty fyziologicky pfitomny), spike (obsahujici vypotky a pridané
standardy analytd o zndmé koncentraci), extrakt s pfidavkem STD (po provedené

extrakci byly pridany STD analytd) a standard (standardy analytl rozpustény ve
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fyziologickém roztoku), vSe bylo pipetovano do ultrafiltraénich zkumavek
s membrdnou. Pfi druhé pfipravé vzorkd, byly vypotky z ran pacient(i nafedény 10 mM
AMFO (pH= 2,5) (1:1 v/v) a opét byly pfipraveny: blank, spike, extrakt a pipetovany do

ultrafiltracnich zkumavek s membranou. Po pfipravé byla provedena ultrafiltrace.

Pro ultrafiltraci byly nastaveny tyto podminky:

e 14000¢g
e 50 min
o 4°C

Po ultrafiltraci byly supernatanty obou typU vzorkl preneseny pomoci pipety do
mikrotitracni desticky a pouze k extraktim byly na zakladé vypoctu, pfidany standardy
jednotlivych analytl, dosSlo ke vzniku tzv. ,spike do extraktu“. Vzorky byly nasledné
méreny na koloné Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC
(Némecko), (Obrazek ¢. 24), kterd byla vyhodnocena jako nejvhodnéjsi kolona viz.
Tabulka ¢. 8. Tento extrakéni postup nebyl Gcinny pro agmatin i po naredéni vypotka
zran pacientd 10 mM AMFO. Tento extrakéni postup nebyl vyhovujici z dGvodu

vyskytu balastd v oblasti pik(.
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400000 -
200000 -
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Retencni ¢as (min)

Obrazek ¢. 24: Chromatogram ¢. XI
Ultrafiltrace (*zobrazuje piky stanovovanych analytl v biologickém materialu (spike))
100% 10 mM AMFO pH= 2,5, 0,25 ml/min, 5 ul, 25 °C
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko).
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Dalsim extrakénim postupem byla deproteinace, tedy srazeni proteinl pomoci
LC-MS methanolu, ktery je nejcastéji spoleéné s ACN pouzivan pro tento typ extrakce
[22]. Pfi tomto extrakénim postupu bylo k 200 pl vypotku z rany pfidano 100 pl 10 mM
AMFO a 100 pl LC-MS methanolu. A opét byl pfipraven: blank, spike, STD a extrakt do
ependorfek. Nasledné bylo provedeno promichdni vzorkd na vortexu. DalSim krokem

byla centrifugace vzorkd, kterd probihala, za téchto podminek:

e 17000¢g
e 10 min
o 4°C

Po centrifugaci, byl supernatant zjednotlivych vzorkl prepipetovan do
mikrotitracni desticky s filtry, ur¢ené pro filtraci pomoci vakua. Vzorky byly filtrovany
do dalsi mikrotitracni desticky, ze které byly nasledné analyzovany. Po filtraci bylo
pouze k extraktidm pfidano dané mnoiZstvi standardd analytd, vznikl tzv. ,spike do
extraktu”. Vzorky byly méreny na koloné Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16
nm, 2,7 um, YMC (Némecko) a Kinetex® F5 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex
(USA). Pti méreni spike na koloné Meteoric Core C18 BIO (Obrdazek ¢. 25), byla viditelna
interference v oblasti piku citrulinu a pik agmatinu nebyl detekovany. Na koloné
Kinetex® F5 100 A Core Shell Technology (Obrazek €. 26), byla vyssi intenzita pik(
analyt,, kromé agmatinu, ktery nebyl opét detekovany a doslo k vétSimu oddéleni

interference od piku ornitinu.
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Obrazek €. 25: Chromatogram ¢. XlI
Deproteinace (*zobrazuje piky stanovovanych analytl v biologickém materialu (spike))
100% 10 mM AMFO (0,1% FA); (pH= 2,5), 0,25 ml/min, 5 pl, 25 °C
Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko).
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Obrazek €. 26: Chromatogram ¢. XIlI
Deproteinace (*zobrazuje piky stanovovanych analytl v biologickém materialu (spike))
100% 10 mM AMFO pH= 2,5, 0,25 ml/min, 5 ul, 25 °C
Kinetex® F5 100 A Core Shell Technology, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA).
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PFi dalsi fazi vyvoje metody bude nutné, se zaméfit na extrakci agmatinu, ktery
je oproti ostatnim tfem analytim nejspiSe pfitomen vrandch pacientll vnM

koncentraci, stejné jako v séru, proto je jeho detekce po provedeni extrakce obtizna.

[22], [46], [47], [48]

Jednotlivé vypocty validacnich parametr( jsou vztazeny na vysledky méreni,
které byly ziskany pti méreni analytl na koloné Meteoric Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm,
16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko) za jiz uvedenych podminek v Tabulce €. 8. Tato kolona
byla v rdmci vyvoje metody zvolena jako nejvhodnéjsi. V kazdé nasledujici podkapitole

je uveden vzorec pro vypocet daného parametru.

Zdanlivy pocet teoretickych pater (N), je vypocet, ktery slouzi k posouzeni
ucinnosti kolony a jedna se o bezrozmérnou veli¢inu. Cim vy$$i je hodnota (N), tim

vyssi je ucinnost kolony, coz ma pfiznivy vliv na kvalitu chromatografické separace.

t
N =554, (—R) :
Wh

tr- - retencni Cas piku daného analytu

wy,- Sitka piku v poloviné jeho vysky

Tabulka €. 9: Zdanlivy pocet teoretickych pater

Analyt N
L-Ornitin 8829
L-Arginin 10321
Agmatin 8720
L-Citrulin 11499
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Vyskovy ekvivalent teoretického patra H (HETP- Height to a Theoretical Plate),
vyjadfuje ucinnost kolony a je vyuzivan pro porovnani Gcinnosti kolon rdznych délek.
Tento parametr, lze definovat jako délku kolony, pfipadajici na jedno patro a jeho
hodnota, se udava v rozmérech délky, vétSinou v um. Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce

¢. 10.

2=

L - délka kolony (100 000 pum)

N - zdanlivy pocet teoretickych pater

Tabulka €. 10: Vyskovy ekvivalent teoretického patra

Analyt H (um)
L-Ornitin 11,3
L-Arginin 9,68
Agmatin 11,47
L-Citrulin 8,7

Faktor symetrie piku (As) popisuje symetrii chromatografického piku a je
bezrozmérnou veli¢inou. Tento faktor je dullezity pro uréeni kvantity méreného
analytu. Je-li hodnota A;rovna 1, znaci idealni symetrii piku. V pfipadé, Ze je hodnota
A; > 1,0 jedna se o chvostovani piku a je-li hodnota A;< jedna se o tzv. frontovani

(rozmyvani piku v predni ¢asti). Hodnoty Agjsou uvedeny v Tabulce ¢. 11.

Wo,05
A, =
24

Wo,05 - SiFka piku v jedné dvacetiné jeho vySky

24 - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetiné jeho vysky
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Tabulka €. 11: Faktor symetrie

Analyt Ag
L-Ornitin 1,17
L-Arginin 1,21
Agmatin 1,36
L-Citrulin 1,20

Rozliseni (Rs), je parametr, ktery charakterizuje miru oddéleni, pfipadné
prekryvani dvou sousednich pikl. Idedlnim vysledkem R; je ziskat hodnoty 1,5 a vyssi,
vtomto pripadé povazujeme piky separované aZz na zakladni linii. Hodnoty R jsou

uvedeny v Tabulce ¢. 12.

_ L18. (tea-tp)
Wp1 + Wpy

tr1 trz - retencni Casy pikl

Wh1 W - Sitky pikd v polovicni vysce

Tabulka €. 12: Hodnoty rozliseni

Analyt R
L-Arginin 1,35
Agmatin 0,37
L-Citrulin 0,97

Nizsi hodnota rozliSeni u vybranych analytl nevadi, protoze kazdy analyt je
charakterizovany svym MRM prechodem. Je tedy mozné analyty identifikovat, i kdyz

nedoslo k jejich dokonalé separaci.
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Hodnota opakovatelnosti nastfiku je vyjadiena pomoci vypoctu relativni
smérodatné odchylky (s;.) v %. Tento parametr, je jednim z ukazateld presnosti méreni.
Opakovatelnost nastriku byla provedena pro retencni ¢as i plochu pod pikem. Hodnoty

opakovatelnosti nastfiku jsou uvedeny v Tabulce ¢. 13.

100 - — 7)2
5. (%) = - Z(}rfll_ly)

y; - jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha pik(, vrcholova vyska nebo pomér ploch
vnitinich standardd
y - pomeér jednotlivych naméfenych hodnot

n - pocet jednotlivych namérenych hodnot

Tabulka €. 13: Opakovatelnost nasttiku standardd

(%)

Analyt | Plochy | Retencniho casu
L-Ornitin | 2,30 0,06
L-Arginin | 1,80 0,06
Agmatin | 3,00 0,09
L-Citrulin | 1,36 0,05

Hodnota relativni smérodatné odchylky retenéniho ¢asu vysla do 1 % a u

retencniho ¢asu do 3 %.
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6 Zaveér

Byla vyvinuta novd UHPLC metoda shmotnostni detekci pro stanoveni
agmatinu, argininu, citrulinu a ornitinu v biologickém materidlu. Byly zkouSeny ctyfi
typy kolon: Kinetex® HILIC 100 A, 100 x 4,6 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA), Meteoric
Core C18 BIO, 100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC (Némecko), Kinetex® Polar C18 100
A, 100 x 3,0 mm, 2,6 um, Phenomenex (USA), Kinetex® F5100 A, 100 x 4,6 mm,
2,6 um, Phenomenex (USA). Jako finalni kolona byla zvolena Meteoric Core C18 BIO,
100 x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC Némecko, na které bylo dosazeno nejvyssi intenzity
agmatinu. Zvolené finalni podminky této kolony, pro stanoveni jiz zminénych analytu
jsou uvedeny v Tabulce ¢. 14. Bylo také zjisténo, Ze pfi rozpusténi analytl v 10 mM

AMFO, byla vyssi intenzita pikd.

Tabulka €. 14: Finalni podminky

Analyticka kolona Meteoric Core C18 BIO, 100x 4,6 mm, 16 nm, 2,7 um, YMC Némecko

Mobilni faze 100% 10 mM AMFO
Prutok 0,25 ml/min
pH 2,5
Detekce MS/MS (vybrané MRM)
Teplota 25°C
Nastrikovy objem 2 ul

L-ORN 3,513 min

L-ARG 3,712 min

Retencni casy L-CIT 3,918 min

AGM 3,769 min

Metoda byla ¢aste¢né validovana a byly ovéreny tyto parametry: pocet
teoretickych pater, vyskovy ekvivalent teoretického patra, faktor symetrie, rozliSeni a
opakovatelnost nastfiku pro plochu a retencni ¢as. Tato metoda byla aplikovana na
vypotky odebiranych pfimo zchronickych ran pacientd s bércovymi viedy a
diabetickymi ulceracemi. Vzorky byly upraveny dvéma extrakénimi postupy
(deproteinace a ultrafiltrace), v budoucnu by mohly byt zkouseny dalsi typy
extrakénich postup(l jako je: SPE nebo odpareni.

Tato novd metoda by mohla byt v budoucnu napfiklad vyuzita pro detekci
hladiny L-argininu, L-citrulinu, agmatinu a L-ornitinu v chronicky nehojicich se koznich

randch ¢i viedech pacientll a slouzit, tak k posouzeni nastavené lécby. L-ornitin se
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spolecné s karmaboylfosfatem v mocovinovém cyklu podili na vzniku L-citrulinu, jehoz
hodnota by mohla byt vyuZita jako biomarker poukazujici na chronicky zanétlivy proces
probihajici ve tkani. Ddle je tfeba zminit, Ze arginin ma protizanétlivy efekt a je
vychozim metabolitem pro oxid dusnaty, jehoZz syntézu také ovliviiuje agmatin. Oxid
dusnaty zlepsSuje prokrveni a vyziveni postizené tkané zanétem, coz vede k zlepSeni

zdravotniho stavu pacienta.
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